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まえがき 
Fulton and Armitage1) (1951)は発育鶏卵の紫
尿膜の細片を浮遊させる方法を用いて，インフルエ
ンザ・ウイノレスを増殖させたが， Henle2) (1953)は，
それについて次のようにいっている。「繋尿膜の内陸
葉細胞と外匪葉細胞の何れもが，インフルエンザ・
ウイルスに親和性をもち，最近の研究(Isaacsand 
Fulton3)) は， とれら 2種の細胞の感染のプロセス
に若干の差異がある可能性を指摘している。従って， 
Bernkopf4) (1950)および，当研究室でなされた 
deembryonation technicの方が，内陸葉細胞だけ
を感染させるという点においてすく守れている」と。
しかし，乙の報告で示されるように，普通の発育鶏
卵にインフルエンザ・ウイルスを接種した場合に
は， 乙とに 24時間以内氏ははなはだしい個体差を 
みとめ， 脱匪卵 (de・embryonatedegg)を使用し
?てもこの個体差を消失させることはむずかしい。少
ない材料で多くの実験を行わなければならない環境
におかれているわれわれにとっては，動物を使って 
実験するかわりに個体差のないガラス器内で合成さ
れた培養液を使ってウイルスを増殖させることが望
ましいことはいうまでもない。
乙のような意味で，前述の Henleの言葉lともか
かわらず紫尿膜の細片を附着させた Rollertube 
法の基礎実験を報告するわけである。
線維芽細胞対アメリカ馬脳炎ウイルス5うあるい
は HeLa細胞対ポリ・オウイルスめの組合わせの
ように，インフルエンザ・ウイルスに対して培養の
容易な単一細胞を見出すことの必要さはいうまでも 
ない。
インフルエンザ・ワイルスの増殖実験にはその条
件いかんによっては， 当然， Von Magnusのいわ
ゆる incompletevirusの問題が関係してくる場合 
があるが， ζ 乙ではその点を一応考慮の外K置いて
インフルエンザ・ウイルスの血球凝集価 (hemagg-
1u tinin ti ter ，以下単KHA価と記される〉の消長
についての成績が記される。
材料と方法 
1. ウイルス株使用したウイルス株は，当教室
に保存された古典的なインフルエンザ A ウイルス， 
PR 8株で， 発育鶏卵緊尿膜腔内接種により継代さ
れてきたものである。実験K使用する前日保存ウイ
ルス含有撲尿液を瞬化 12~14 日卵の尿膜腔内に 0.2 
ml接種し， 370C K 18~24 時間培養し，尿膜腔液
を採取， HA価を測り，ただちに使用するようにし
た。
2. 血球凝集価の測定 ウイルス液の2倍階段稀
釈液に 0.25%のニワトリ赤血球浮遊液を等量加えた
値をウイルスの稀釈倍数とし，確実な凝集沈降像を
呈する最高稀釈倍数をそのウイルス液の HA価と
した。
3. 組 織緊尿膜よおぴ脳は，醇化 12-.15日
の鶏卵からとり，鶏匹の体部は 8~11 日のものを使
用した。何個かの卵からとった組織を約 10倍容量
の生理食塩水で3回洗い，血液その他表面に附着し
ているものをできるだけ洗い落した後，眼科勇万で
1mm2位の大きさになるまで充分に細切する。
乙れに約 10倍容量の生理食塩水を加え， よく混
和した後，組織片の沈下するのをまって上清をす
て，同様の操作を 3回くりかえし，沈下して得られ
た組織片を使用した。
4. 培養液 実験の大部分は Tyrode液を使用
したが，実験6では， Hanks液7)， Earle液8)を使
用した。また実験1および6以外では抗生物質は使
用しなかった。
5. 培養方法 各組織片を駒込ピペットで 0.3ml 
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ずつ化学的に清浄にした中試験管にとり，直接管壁
に分散附着させた。これに所要量のウイノレスを含ま 
せた Tyrode液を 5.0ml加え，ゴム栓をしたのち，
Roller drum内K入れ， 1時間に約 15回転させな
がら， 35
0
Cで培養し，適宜液を採取して実験に供
した。
実験と結果 
1. Roller tube法による成績のばらつきの問題
同一条件で開始された Rollertube法の各試験
管のウイルス増殖に差があるかどうかをしらべた。
第1表は乙れら各試験管内容の HA価を示し，第
2表は対照の意味で鶏卵内接種におけるインフルエ
ンザ・ウイルスの増殖の模様を同じく HA価で示 
した。第 1表と第2表を比較すれば，明らかなよ
第 1表	 in vitroにおける HA価の
ぱらっさn乙関する実験 
Experiment 
Ha Titer 

Hours of Incubationat 350C 

Number 6 16 22 
一一一一一一 
1 32 512 266 
2 32 1024 512 
3 32 512 256 
4 32 512 256 
5 32 512 256 
6 32 512 256 
7 32 512 256 
8 32 512 256 
9 32 512 256 
10 16 512 256 
11 16 512 256 
第2表 発育鶏卵援尿膜腔内接種における 
HA価のばらつきに関する実験 
HA-TiterExperi- Hours of Incubation at 370Cment 
Number 0 6 12 18 26 32 48 
1 1024 4096 8192 8192 16384 
2 127 4096 2048 8192 16384 
3 64 2048 2048 4096 16384 
4 64 4096 4096 Conta. 
5 - 1024 1024 2048 . 16384 
6 128 2048 4096 Conta. 16384 
7 256 4096 2048 Conta. 
8 512 4096 4096 8192 
9 64 4096 16384 16384 16384 
10 - 2048 1024 2048 4096 
うに，鶏卵を使用した場合には接種 48時間後には
HA価はほとんど一様となるが 12時間頃まではそ
の差がはなはだ大きい。 
これに反し試験管内に培養された組織片に感染さ
せたものでは表 1にみるように各培養試験管にばら
っきは極めて少い。
2. 培養液を採取することについて
前項の実験で各培養試験管の聞のばらつきはほと 
んど問題になる程度でない乙とが判ったが， ζれら
の試験管からどのくらいの液量を HA価に影響を
与えることなしに採取出来るかしらべた結果を第 1
図に示した。 
中空のマルで示した値が HA価測定のため 0.25
mlずつ時聞を追って採取されたもので， 6，16ぉょ
び 22時間自に他の任意Kとられた 11本の HA価
と比較しである。(図中で、は黒マルで、示じである)
第 1図 数本の試験管fで長時間の増殖曲線が
えられることの実験 
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実験の結果から 0.25mlず、つを 3回とった試験管
から 4回自に採取したものでも， HA価l乙は影響が
みられない。最高どのくらいの量まで HA価に無
影響K採取出来るかは実験してないが， 1本の培養
管から 4回とっても実験結果に影響を与えないと上
の成績から判断し， 4~5 本の培養管によって 2 時
間おきに培養液を採取して 30時間の実験ができ，
各値を結んで一つの HA曲線が得られる。この 
HA曲線はこのように数本の培養管でリレーされ
たものであるが，前記の理由で 1本の培養管から実
験に無影響にくりかえして液をとり出して作られた 
HA曲線とみなしてよいだろう。 
3. ウイルスの接種法と HA曲線
この実験では第 1!r.ウイルス接種方法を，ついで
ワイルスの接種量を変えて， この結果が HA曲線
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にどう影響を与えるかについてしらべた。 第 3図培養方法と HA曲線 
接種方法として，つぎの 3通りを行ってみた。 B. 培養 30分後に液交換
A: 培養法の項で述べた通り，組織片をガラス
器壁に附着させてのち，所用量のウイルスを含有さ 建
せた Tyrode液を 5.0m1入れて培養した。 
B: 培養 30分後に培養液をとり去り， 10m1ず
つの生理食塩水で 3回洗糠したのち，新しい Tyro-
血液を 5.0m1入れて培養した。 
C: 組織片の容積1.2m1 (14日卵の媛尿膜 1ケ
分にあたる〉応対して， 1.0mlの割合に濃厚ウイノレ
令a‘.&.ax‘J  
，1 
ス液(感染尿膜腔液の原液， HA価lとして 1:2048 
~4096) を加えて，室温あるいは 350C で 20~30 分
振還して感染させた後，上清をすて 10倍容量の生
理食塩水を加え，組織片の沈下をまって上清を除去
する。乙の洗百棄を 3回繰りかえしたのち，組織片を 
0.3m1ずつ試験管に移し，管壁lと附着させたのち， 
Tyrode液を 5.0ml加えて培養した。
ウイルスの接種量は A では感染尿液を 
a) Tyrode液で 10-4I乙稀釈したもの 
C. 感染組織片を洗樵後に培養 
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b) Tyrode液で 10-2I乙稀釈したもの， の 2通
り行った。 
B はウイルス 5x10-1を程度K含む Tyrode液 
5.0mlで感染させたのち，前述のように洗樵した。 
C は感染尿液の原液で直接感染させた組織を培養
した。
この結果を第2図および第3図l乙示したが，接種
16量の少い では， 時間経過してはじめて(A:a)
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第 2図 ウイルス接種量と HA曲線 
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測定しうる程度の HA価をみとめた。その他の 3
例では，大体同程度の増殖をみとめ， Henle， W.， 
and Henle G9): Blnmenta，H. T.，Grei旺， D.， 
Pinkerton，H.，and Dewitt10)，R.: Hoyle，L.11) 
12)の実験とほぼ同様の増殖曲線を示した。
第2図および第3図を比較して， Bと Cが A よ
りいく分増殖の開始が早いようであるが， (A: b) 
は，非吸着ウイルスの不活化を示す曲線の部分 (6
時間目まで)と重ったために上よりは早く見かけ上 
6----8時間自民増殖が起ったようにみえるのではな
いかと考える。 
4. 使用組織による HA曲線と pHの変化
発育鶏卵から援尿膜，鶏睦脳，鶏匹の体部の 3群
の組織片を使用して培養液の pHの変化と HA価
の消長を測定した。
成績は第4図に示した通りで，疑尿膜の培養にお
いて HA価はもっとも高い上昇を示し，鶏匪の体
部がこれにつぎ，脳を使用したものがもっとも悪か
った。と ζろで HA価の上昇の悪い脳では pHが
酸性に移り，疑尿膜では，アルカリ性K，鶏匪の体
部で弱酸性になってゆく傾向がみられる。しかし各
組織の増殖に対する態度と pHの変化の方向との聞
に何か関係があるかどうかはlとわかに断定できない
だろう。 
5. 血球凝集能力の不活化と HA曲線
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Tyrode液と，その KClを0.6g/l Iとかえたもの++++LTA↑+++十十↑
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と， Cacl2 を0.6g/llとかえたものとの 3組につい
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て増殖1曲線を比較した成績が第 6図に示される。 
Kcl=0.6 g/lのものでは他の二者K比べて HA
価が安定したためか増殖曲線はウイノレスの HA価増殖曲線をつくった場合，乙れだけでは正しくウ
程度であるかをしらべてみた。 HA 
同時に Tyrode液中の KClと CaC12の量を少 lf.:t~ 1.i 
しずつ変えてみてこれが HA価の安定度にどのよ
うな影響をあたえるかもしらべた。なお HA価の
安定度が変化すれば当然 HA曲線の形にも変化が
くるので，両者の関係も検討してみた。 
Tyrode液を対照とし(それに含まれる KCl，お 何時It¥ 
よび CaC12はそれぞれ，0.2 g/l; 0.2 g/l) KCl，0.1 
---0.6 g/l; CaC12，0.1--0.6 g/l; KCl，0.1---0.6+ 
CaC12，0.1---0.6 g/lで 13通りの培養液をつくり，
この中に適当量のウイルスを混じ， 350C K置き HA
IIA 
岬f噴~L Ca 飢毛 0・"~" tT:喝毒
針&
イルスの増減を知ることはできない。すなわち感染価
曲線であろうと， HA曲線であろうと，ここに出てく
る曲線は見かけ上の増減をあわらしていて， Henlel3l 
等も指摘しているように，ほかの未感染細胞へ吸着
するウイルスの減少と， さらにウイ jレスの色色な能力
の不活化とが差百|かれたものである。ところで感染
14価θ不活化の速さは， Horsfal1)I乙よれば 37
0Cで
このウイルスでは 147分で半減するといわれ，非常
に速い。ウイルスの血球凝集能力はそれに比べると
やや安定で，その不活化は，感染価のそれよりも遅
いが， Tyrode‘液を使用して培養を行った時はどの
の増加を示すきれいな階段状を呈した。しかし ζの
例においてもゆるやかではあるが，まだ血球凝集能
力の不活化が起っているので，真の HA価の消長
第 6図 HA能の安定度と HA曲線の関係 
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第8図 培養液としてのハンクス液と
アー  Jレ液の比較 
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何故 HA価に差を生じるかについて断定的なこ
とはさし当って言えないが，実験をすすめる上には 
Roller tube法の方が有利であると考えられる。 
Eatonll)等は脱匪卵を Rollerdrumで回転させ
て培養し， Ackerman17)はコルベンを振還させなが
ら培養しているが，乙れらの方法とは比較しなかっ 
，施 .J 
Tこ。
時肉 考 察
動物実験によるインフルエンザ・ウイルスの研究第9図 培養液としてのタイロード液と
正常発育鶏卵尿膜腔液の比較 に際し，それら動物の個体差をいつも考慮に入れな
ければならないことはいつもわれわれを悩ます問題生
 の一つである。
同 
何 
kJ 上に述べた実験 1及び2で明らかにされたようにM
梓は 
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ガラス器内でウイルスを増殖させた場合には，その
問題を考慮しないでよいととが判った。しかも乙の
リ 
631 
をあらわしえたわけではない。とはいうものの，乙
れらの実験から今までに見た HA曲線の凹凸の原
因のかなりの部分が，この血球凝集能力の不活化に
影響されている ζとが判った。 
6. 培養液の比較
同一感染細胞を，培養液として， Tyrode液， 
Hanks液， Earle液および 15日卵の正常尿膜腔
液15)を用いてそれらの開花インフルエンザ・ウイル
スの増殖rc関してどの程度の優劣があるかをしらべ
てみた。
実験結果を第 7，8，9図lζ示したが， Tyrode液， 
Hanks液， Earle液のいずれを使用しでもはっき
りと認むべき差はないように考えられる。
これに反し正常尿膜腔液では，培養 10時間以後
第7図 培養液としてのタイロード液と
ハンクス液の比較 
HA 
1' 
岬 WPMFf
では Tyrode液とほとんど同じような値を示して
いるが， 8時間目までは HA価をみとめるととが
できない。この現象は，おそらく正常尿膜腔液中に
含まれる， inhibitor によるためで， この物質がイ
ンフ Jレエンザ・ウイ jレスによって破壊ないし消費し
つくされた 10時間自になってはじめて HA価を
みとめることができたのであろうと解される。 
7. Roller tube使用とコルベン使用との比較
感染させた援尿膜の細片を 2群に分け， 1群は 
Roller tube法で行い，他の群は内容 50.0mlのコ
ルベンに入れ，培養液は tube法と同じ 5.0mlを
加えて静置で培養を行った。その結果は第 10図に
示す通り， Roller tube法の方がコルベン静置法よ
りも培養初期から 48時間の経過中一貫して HA価
で 4~8倍高い値がえられた。
第 10図 Roller tube法と静置法の
ウイノレス増殖における比較 
I~ 志・け~ tヒ幸量二
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f責 
方法でインフルエンザ・ウイルスを増殖させた場
(. 合， 血球凝集価 (HA価〉の消長は発育鶏卵内実
q.必 .1 t 10'‘t 10 ‘、&与，~‘，，， 帯同陶 験とほぼ同様の結果を得た。ウイルスの接種量が少
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ないときに測定しうる程度の HA価の出現までに
時間のかかるのはおよそ予期されるととろで 10-2
陀稀釈した大きい接種量の場，合には 6時間白からす
でにその上昇が認められる。しかも，ウイルス接種
後に培養液を新しく交換した例で、は 4時間目からの
、
上昇をみとめる。
液を交換しない例が HA価の出現が遅れる理由
として，培養開始からそれまでに進行している未吸
着ウイ Jレスの血球凝集能力の不活化が，新しい HA 
価の出現をうち消して上昇の様子を見せるまでの時
間的なずれをおこさせると考える。その点を考慮す
ればわれわれの実験方法Kょった場合にも Pinker-
ton10)及び Henle的等の実験と同じく， 4時間目 C
ろから HA価の上昇が事実はじまっていると判断
してよいだろう。
ζれに対し，感染尿膜腔液の原液で直接感染させ
た例では， HA価の上昇が早くすでに 2時間目より
起っているが， Henleの実験でも 9乳児大量のウイ
ルスを接種し， その尿液にウイノレスが ID50で 108
も残っているような場合には， 3時間目から HA 
価の上昇が起っている。
Hoylell)は，大量感染の際，補体結合抗原の産生 
時聞が短縮されることを報告している。しかし， ζ
れら大量のウイ Jレスによる感染の場合には，これら
の研究者も指摘しているように 1D5o/HA価の低下
という現象が起るのであって， この際の HA曲線
は形の上では前の小量感染に似ていても同じに考え
ることはできない。
インフルエンザ・ウイルスの Maitland法による
培養応援尿膜 (Fulton and Armi tage) 1)や胎児の
脳及び体部が使用されたことが報告されている。
Francis and Moore18)この報告においても乙れら
組織にインフノレエンザ・ウイルスを接種して，増殖
の良否をしらべ，同時に培養液の pHの変化をみた
ところ，前述のような結果をえたが，ウイルスの増
殖がよい組織と悪い組織の培養液が正反対の pHを
示したことは注意を惹いた。
ウイルスのいわゆる増殖曲線を得た場合，この曲
線をそのままウイルスの消長を示すと解しては誤り
をおかす危険が大き L、。というわけは，細胞から遊
出したウイルス粒子は，かなりの速さで不活化され 
ている。(インフルエンザ・ウイルスではその感染価
が 147分で半減する)14)。 従って曲線がたとえ上昇
を示さない場合でも，実際にはウイ jレスの不活化量 
と，未感染細胞への吸着量との和に等しいウイルス
量の増加が起っていると考えられるわけである。そ
こに産生されたウイルス粒子の未感染細胞への吸着
は，あらかじめ不活化したウイルスで妨げることは
できても，培養中の不活化の速さをいちいち考慮に
入れなければ，曲線を正確に読む ζとはできない。
実験5において，培養液中の KClおよび CaC12の
量の変化によって， HA価の安定性にかなり大きな
差が認められた。
ま
Kclを 0.6g/l含む培養液では HA価はほぼ安t 
定で， HA曲線は一応階段状を示したが，しかし乙
の程度ではまだかならずしも充分とはL、えない。し
かし他の曲線と比較してみると， HA曲線に凹凸を 
生じる主な原因が HA能力の不活化にあるように
思われる。
さらに HA価より不安定な感染能力の不活化は， 
感染価曲線をより読みにくいものにしていると考え
る。
川喜田15)は日本脳炎ウイルスを Maitland法で培
養する際~C::， 11日卵の尿膜腔液を使用して， Tyro-
de液を使用した時と変らない成績をえているが，
乙こでは 15日卵の尿膜腔液を使用し， Hanks液， 
Farle液とともに Tyrode液と比較してみた。結
果は前に述べたように尿膜腔液に赤血球凝集抑制物
質がi存在するために HA価の出現が遅れたが，ウ
イルスの増殖にはどの培養液も同程度で優劣をつけ 
られない。 
Rol1er tubel7)法が静置法とウイルスむ増殖に差
があるかどうかは実験 7で示した通り，回転させた
方が増殖がよかった。なぜ増殖がよくなるかの解析
は今のところ困難である。 
Ackermannの振還培養も同様の効果をえている
ようにみえる。
と め
発育鶏卵の撲尿膜を使って Rol1ertube法でイ
ンフルエンザ・ウイルスの培養を行ない，基礎的な
事項について，ウイルスの消長をウイルスの赤血球.
凝集反応によってしらべた。 
1. 各培養管lζは認むべき程度のばらつきがな
い。
2. 各培養管から 4回ずつ液を採取して血球凝集
価を測り各管をリレーして，長時間にわたる血球凝
集価曲線をうる ζとができた。
3. ウイ Jレスの接種量を変えても，また培養開始
後lζ洗糠・液交換を行なっても，ウイルスの増殖は
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卵を使用した実験とほぼ同じような結果がえられ 
こ。7
4. インフルエンザ・ウイルスは，使用組織を媛
尿膜にしたときもっともよく増殖し，胎児の体部が
これにつぎ，胎児の脳ではほとんど増殖が起らなか
った。 
5. インフルエンザ・ウイルスの血球凝集能力は
かなり不安定で， Tyrode液中の KClを0.6gjl ~乙
増量すると安定にでき， CaC12の増量は逆に不安定
にした。さらに血球凝集価曲線の凹凸の成因に血球
凝集能力の不安定さが影響しているものと推測され
?こ。 
6. 培養液として Tyrode液， Hanks液， Earle 
液の間にほとんど差が認められなかった。 15日卵の
正常尿膜腔液は赤血球凝集抑制物質を含むために曲
線の追跡には不適当であるが，ウイルスの増殖に関
しては，他の培養液と差がない成績がえられた。 
7. Roller tube法はコルペン静置法より HA価
で4--8倍高い値を示した。
この報告に関し，JJ1喜田愛郎教授の御指導，
同僚安村美博博士の御助力，教室員諸兄の御助
言に深く感謝いたします。
この報告の大要は 1953年第 1回ウイ jレス学
会総会に発表された。 
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